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SOUHRN

Tato rigorézni prace se zabyva vyuzitim mikrovinného rozkladného systému pro
inovaci limitnich 1ékopisnych testti (T¢Zzké kovy, Siranovy popel) v laboratoii TAPI quality
control ve spole¢nosti Teva Czech Industries, s.r.o.. V teoretické ¢asti prace je podan piehled
pouzivanych metod limitnich 1ékopisnych testti (Tézké kovy a Siranovy popel) uvedenych
v USP, Ph. Eur. a CL spole¢né s popisem zékladniho principu a instrumentace hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Experimentdlni cast uvadi postupy
inovovanych 1ékopisnych metod s diirazem na upravu mineralizati pfed samotnym
vyhodnocenim limitnich 1ékopisnych testd. Ziskané hodnoty vytéznosti tézkych kovu (Pb,
Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Mo, Cu, V, Pd, Pt, Ru, Au, Ir, Rh, Os, Ni, Cr, Mn, Fe, Zn)
se pohybovaly v rozmezi od 82,2 - 112,3 %, vyjimku tvoii Os, Au, Ru. Dale byly stanoveny
vytéznosti pridavkit NaySO4 pohybujici se v rozmezi 99 - 101 %. Poslednim tkolem
experimentalni casti bylo testovani vhodnosti inovovanych metod pro rutinni stanoveni
tézkych kovli a siranového popela. Testovani bylo provedeno na péti ucinnych
farmaceutickych substancich, a to na mykofenolat mofetilu, nicergolinu, silymarinu,
bromocriptin  mesilatu a buprenorfin hydrochloridu produkovanych farmaceutickou

spolecnosti Teva Czech Industries, S.r.0..



SUMMARY

The rigorous thesis deals with the use of microwave digestion system for innovation of
pharmacopoeia limit tests (Heavy metals, Sulphated ash/Residue on ignition) in TAPI quality
control laboratory in company Teva Czech Industries Ltd..

In the theoretical part of thesis, the brief introduction to the pharmacopoeia limit tests
(Heavy metals a Sulphated ash/Residue on ignition) and their methods presented in USP, Ph.
Eur. a CL is given together with the basic principles and instrumentation of inductively
coupled plasma mass spectrometry.

The experimental part describes the procedure of innovated methods with emphasis on
digest treatment before the evaluation of pharmacopoeia limit tests. The obtained heavy metal
recoveries (Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Mo, Cu, V, Pd, Pt, Ru, Au, Ir, Rh, Os, Ni, Cr, Mn,
Fe, Zn) were between 82.2 - 112.3 %, apart from Os, Au and Ru. The recoveries of Na,SO,4
used for testing sulphated ash/residue on ignition method were in the range from 99 to 101 %.
The last task of the experimental part was testing the suitability of innovated methods for
routine determination of heavy metals and sulphated ash/residue on ignition. These tests were
carried out on the analysis of five active pharmaceutical substances such as mycophenolate
mofetil, nicergoline, silymarin, bromocriptine mesylate and buprenorphine hydrochloride
manufactured by the pharmaceutical company Teva Czech Industries Ltd..
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1. UVOD

Monitoring anorganickych necistot, zejména tézkych kovi v lékovych formach,
farmaceutickych substancich, ¢i jejich meziproduktech je nedilnou soucasti farmaceutické
analyzy, z duvodu jejich toxicity ¢i potencialni nebezpe¢nosti pro lidské zdravi. Kovové
nedistoty obsazené ve farmaceutickych substancich mohou pochazet jednak z vlastni syntézy
(vychozi latky, reakéni Cinidla, katalyzatory, rozpoustédla, koroze reakénich nadob a dalSiho
vybaveni), ale i z degradace obalovych materialu v prubéhu skladovani (oxidace, produkty
hydroley)l'g. Maximalni pfipustné limity anorganickych necistot jsou spolu se zavaznymi
metodami uvedeny v pfislusnych 1ékopisnych ¢lancich, a to jak v Americkém (USP),
Evropském (Ph. Eur.) a Ceském (CL) Iékopise.

Predkladand rigorozni prace se zabyva inovaci lékopisné metody pro stanoveni
t&zkych kovii (Metoda G, dle Ph. Eur. a CL) a metody pro vyhodnoceni mnozstvi obsazeného
siranového popela ve farmaceutickych substancich (dle USP, Ph. Eur. a CL). Inovace
lékopisnych testli spocivala v nahrazeni rozkladného kroku mikrovlnnou mineralizaci
v uzavieném systému s naslednou Upravou mineralizatl pro uspé$né provedeni limitnich
lékopisnych testll. V ramci testovani vhodnosti inovovanych metod pro rutinni stanoveni
tézkych kovi a siranového popela byly provedeny experimenty tykajici se vytéznosti
analyzovanych kovi a dale porovnani vysledkd testt s vysledky ziskanymi pouzitim
zavaznych 1ékopisnych metod na pétici G¢innych farmaceutickych substancich (mykofenolat
mofetilu, nicergolinu, silymarinu, bromocriptin mesilatu a buprenorfin hydrochloridu)

vyrabénych spolecnosti Teva Czech Industries, S.r.0..



2. TEORETICKA CAST

2.1 Lékopisné limitni testy

Prvni ¢ast teoretické Casti se zaméfuje na piehledny popis dvou fundamentalnich
1ékopisnych limitnich testt: limitniho testu - Tézké kovy a limitniho testu - Siranovy popel.
Prisluiné 1ékopisné metody byly derpany z &lanké uvedenych v Americkém (USP)* °,
Evropském (Ph. Eur.)® " a Ceském 1ékopise (CL)* °. Z divodu umisténi &lanké zabyvajicich
se limitnimi testy do evropské ¢asti Ceského 1ékopisu, jenZ je harmonizovanym piekladem
Ph. Eur., maji 1ékopisné limitni testy nejen shodné oznaceni, ale i stejny pocet uvedenych
lékopisnych metod (napf. limitni test - Té&zké kovy: Ph. Eur. 2.4.8 Heavy metals
(Method A-G) vs. CL 2.4.8 T&7ké kovy (Metoda A-G)).

2.1.1 Tézké kovy

V ramci testovani farmaceutickych substanci na piitomnost tézkych kovi se USP
(<231> Heavy metals) zam&fuje na stanoveni Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Cu a Mo (cit.*),
zatimco Ph. Eur. a CL (2.4.8 Heavy metals/Tézké kovy) se kromé jiz zmin&nych t&zkych
kovii zamé&fuje dale na V, Pd, Pt, Au a Ru (cit.® ®). Chemicky princip limitniho testu spo&iva
v reakci kationta tézkych kovi se sulfidovym aniontem za vzniku barevné koloidni srazeniny
nerozpustnych sulfidd (1). Nasledné vyhodnoceni je zaloZeno na vizualnim porovnani
intenzity zabarveni koloidni srazeniny testovaného roztoku vuci intenzité zabarveni srazeniny
porovnavaciho roztoku obsahujiciho vhodné mnozstvi standardu olova nejcastéji ve forme
Pb(NO3),.

Pb** + H,S —» PbS | +2H™ (1)

Lékopisné clanky specifikuji rtizné metody piipravy vzorku v zavislosti na jeho
rozpustnosti a schopnosti vytvafet koloidni srazeniny v slabé kyselém prostiedi.
V naésledujicich dvou tabulkach jsou uvedeny metody piipravy vzorku uvedené ve ¢lancich

USP (Tab. I)*, Ph. Eur. a CL (Tab. 11)*8,



Tab. | Specifikace metod dle USP*:

Metoda Popis metody

pro bezbarvé a/nebo ve vod¢ rozpustné substance, piiprava zahrnuje vhodné

Metoda |

nafedéni vodou

pro barevné a/nebo ve vod¢ nerozpustné substance, pfiprava zahrnuje zihani
Metoda I1 . y R o, o 0o

pfi teplote 500 - 600 °C s vyuzitim kyseliny sirové, dusi¢né a chlorovodikové
Metoda 111 | Pr© substance nevhodné pro testovani dle Metody I a Metody I, pfiprava

zahrnuje mokry rozklad dle Kjeldahlovy metody

Tab. 11 Specifikace metod dle Ph. Eur.® a CL®:

Metoda Popis metody

pro bezbarvé a/nebo ve vodé rozpustné substance, pfiprava zahrnuje vhodné

Metoda A
nafedéni vodou

Metoda B | Pro bezbarvé a/nebo v organickych rozpoustédlech rozpustné substance,
ptiprava zahrnuje vhodné nafedéni vodou

Metoda C | piiprava zahrnuje Zihani pfi teploté nepiesahujici 800 °C s piidavkem MgSO4

Metoda D | ptiprava zahrnuje zihani pfi teploté nepiesahujici 800 °C s pridavkem MgO

pfiprava zahrnuje rozpuSténi vzorku ve vodé a naslednou filtraci pies
Metoda E .,
membranovy filtr

Metoda F | pfiprava zahrnuje mokry rozklad dle Kjeldahlovy metody

Metoda G ptiprava zahrnuje vice krokovy vysokotlaky mikrovinny rozklad v uzavieném

systému s vyuzitim kyseliny sirové, dusi¢né a peroxidu vodiku

Nasledna vybarvovaci reakce je slozena z uvedenych kroka:

- upravu pH na hodnotu 3,0 - 4,0 roztoky zfedéného amoniaku a kyseliny octové

- prevedeni do zkumavek a nafedéni na 40 ml vodou s néslednym promichanim

- piidavek 1,2 ml thioacetamidového ¢&inidla (alternativa dle Ph. Eur. a CL piidavek 0,1 ml
glycerinového roztoku sulfidu sodného), promichani, doplnénim vodou na 50 ml a opé&tovné
promichani

- vyhodnoceni intenzity zabarveni vzniklych sraZzenin po 2 minutovém zrani srazeniny piimo

V roztoku.




Pro vyhodnoceni limitniho testu koloidnich roztoku, u kterych lze obtizné vyhodnotit
intenzitu zabarveni pfimo, lze dle Ph. Eur. a CL jako alternativni moznost pouZit porovnani
intenzity zabarveni skvrn vzniklych filtraci ptisluSnych koloidnich roztokti skrze membranové

filtry s velikosti pora 3 um.

Alternativni postupem stanoveni tézkych kovl ve farmaceutickych substancich je
vyuziti modernich mutlielementarnich technik jako je ICP-MS nebo ICP-OES, u kterych jsou
koncentrace tézkych kovlu pfimo stanoveny v mineralizaitu po ptfedchozi mikrovinné
mineralizaci v uzavieném systému. Nové uvedené kapitoly Amerického Iékopisu konkrétné
kapitola <232> Elemental impurities-Limits’® a kapitola <233> Elemental impurities-
Procedures™ specifikuji piipustné limity t&zkych kovil v 1écich a dopliicich stravy (uZivanych
oraln¢, inhala¢né, parenteralné, ...) spole¢né s metodami piipravy vzorkl, procesy méfeni
tézkych kovli pomoci metod ICP-OES nebo ICP-MS, ale i akceptovatelné pozadavky

valida¢ni parametru alternativnich metod.

DalSim dokumentem popisujicim stanoveni tézkych kovi je EMEA guidance on
“Residues of Metal Catalysts or Metal Reagents’’, které specifikuje denni akceptovatelné

limity a moZnosti stanoveni Pt, Pd, Ir, Ru, Rh, Os, Mo, Ni, Cr, V, Cu, Mn, Fe a Zn*.

Analyza tézkych kovi spektralnimi metodami

Problematika citlivého a selektivniho stanoveni kovii a metaloidii ve farmaceutickych
substancich zaznamenala rostouci zajem v poslednich 10 az 15 letech. Z divodu kladeni
pozadavkl na ptesnost, nizké detekéni limity a prvkovou specifitu se analyza téZkych kovi
stala doménou piedevsim ICP-MS, ICP-OES, ale i FA-AAS a GF-AAS. Pro speciacni
analyzu tézkych kovl se vyuziva spojeni ICP-MS s vhodnou separa¢ni technikou (HPLC,
GC, CE)®. K ptimé analyze pevnych lékovych forem se vyuZivaji techniky LA-ICP-OES
a LA-ICP-MS, jenz ziskavaji stale SirSi uplatnéni. Aplikace uvedenych spektralnich technik
pro analyzu tézkych kovii a jejich specii jsou shrnuty v nasledujicich piehledovych
&lancich® ¥,

Lewen a kol. publikovali porovnani vytéznosti tézkych kovu (As, Se, Cd, In, Sn, Sb,
Pb, Bi, Ag, Pd, Pt, Hg, Mo a Ru) ve vzorcich ptipravenych Metodou II dle USP a alternativni
metodou zahrnujici rozpusSténi substanci v nejvhodnéj$im testovaném rozpoustédle (smés
2-butoxyetanol:voda (25:75)) a nasledném stanoveni kovii pomoci ICP-MS (Obr. 1). Dale

byly sledovany vytéznosti tézkych kovu v zavislosti na matrici vzorku (61 rtiznych matric),
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kdy se primérna hodnota vytéZnosti jednotlivych kovi pohybovala v rozmezi
89 az 102 % (cit.™).

120

100

80 -

60 -
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Obr. 1 Porovnani vyt&znosti t&zkych kova*®

Hoecke s kolegy publikovali optimalizaci dvou postupt piipravy vzorkil pro stanoveni
V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Mo, Ru, Rh, Pd, Cd, Os, Ir, Pt, Hg a Pb dle pozadavki nové
implementovanych ¢lankdt v USP. Prvni metoda pfipravy zahrnovala piimé nafedéni
roztokem 0,009 mmol.I* KBrOs v 1 % (v/v) HNO; + 1 % (v/v) HCI, druhd metoda
zahrnovala mikrovinny rozklad lucavkou kralovskou. Koncentrace tézkych kovli byly
stanoveny Q-ICP-MS a k eliminaci polyatomickych interferenci branici stanoveni V, Cr, Mn,
Fe a As byla vyuzita kolizné/reakéni cela se smési He/H; jako kolizniho plynu. Dosazené
limity detekce byly desetkrat niZs§i nez pozadované limity a vytéznosti kovll se pohybovaly v

rozmezi 93,8 az 109,9 % (cit.'®).

Ke stanoveni As, Cd, Cu, Cr, Fe, Hg, Ir, Mn, Mo, Ni, Os, Pb, Pd, Pt, Rh, Ru, V a Zn
v tabletkach substance Lu byla optimalizovana ICP-OES metoda dle pozadavki uvedenych
v nové implementovanych kapitolach USP. Ptiprava vzorkd spocivala v mikrovinné
mineralizaci (450 mg vzorku) s pfidavkem 12 ml smési kyseliny dusi¢né a chlorovodikové
(poméru 3:1). Nam&fené LOD byly v rozmezi od 0,04 pro Mn do 8,82 ug.I™ pro Zn a LOQ
v rozmezi 0,14 pro Mn do 29,41 pg.l™ pro Zn (desetkrat niz§i nez pozadované limity).

Vytéznosti kovl se pohybovaly v rozmezi 85,3 - 103,8 %, kromé Os (161,5 %, pamétovy



afekt). Analyzovana tableta Lu obsahovala 182,8 + 18,1 pg.g™ Fe a 2,8 + 0,2 ug.g™ Pt, coz

. , NV TN
vyhovuje pozadovanym koncentra¢nim limitim™.

Wang a kol. publikovali alternativni metodu pro stanoveni Li, Be, B, Na, Mg, Al, Si,
P, K, Ca, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Ge, As, Se, Rb, Sr, Y, Zr, Nb, Mo, Ru,
Rh, Pd, Ag, Cd, In, Sn, Sb, Te, Cs, Ba, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb,
Lu, Hf, Ta, W, Re, Os, Ir, Pt, Au, Hg, Tl, Pb, Bi, Th a U ve farmaceutickych substancich,
meziproduktech a surovych materialech zalozenou na nafedéni vzorku (10 mg) bud’ 1 nebo
80 % (v/iv) HNO3z a nasledném stanoveni koncentraci kovii pomoci ICP-MS. V ramci
experimentl se autofi zamétili na testovani stability roztokll (méfeni po 24 hodinach, po 1, 2,
a 4 tydnech od pfipravy) a stanoveni koncentraci spolu s vytéznostmi pro 69 analyzovanych
prvkl v 8 rozdilnych vzorcich farmaceutickych substanci. Z uvedenych vysledkt vyplyva, ze
metoda je vhodnd pro alternativni, citlivé, pfesné a rychlé stanoveni tézkych kovil

ve farmaceutickych substancich®®,

Stanoveni As, Cd, Hg, a Pb v karbazepinu bylo provedeno pomoci ICP-MS po
rozkladu farmaceutické substance v podobé¢ Zihani dle Metody Il (USP) a mikrovinného
rozkladu pii teploté¢ 320 °C po dobu 180 min. Porovnanim vysledkd vytéznosti obou metod
1ze tici, ze pii pouziti Metody II dochédzi ke znaénym ztratdm analytii, coz vyplyvéa z hodnot
vytéznosti 38,0 = 8,9 % pro As, 99,5 + 7,1 % pro Cd, 89,4 £ 6,3 % pro Pb a rtut’ byla
kompletné odpatena béhem rozkladu. S vyuZitim mikrovinné mineralizace jako rozkladného
kroku byly vytéznosti v rozmezi 94 - 103 %, z cehoz vyplyva moznost jejiho vyuziti

w7 W o 14 W W Id o M 4 14 1
k ptipraveé vzorkl pro stanoveni téZkych kovil ve farmaceutickych substancich .

Raghuram a kol. aplikovali novou alternativni, selektivni a citlivou metodu zaloZenou
na mikrovinném rozkladu substanci kyselinou dusi¢nou a peroxidem vodiku s naslednym
stanoveni 23 tézkych kovl (Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Mo, Cu, V, Pd, Pt, Ru, Au, Ir, Rh,
Os, Ni, Cr, Mn, Fe a Zn) pomoci ICP-OES pro stanoveni tézkych kovli ve farmaceutickych
substancich. Na hladin¢ meze kvantifikace byly hodnoty vytéznosti v rozmezi 85,6 % pro Sb
az 115,6 % pro Sn a presnost pod 15 % (cit.?).

Tézké kovy byly v dicyclomin HCI, ethambutolu, pyrazinamidu a furazolidonu
stanoveny pomoci ICP-MS. Léky byly testovany na ptitomnost Ti, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, Cd, Hg a Pb. Z vysledka vyplyva, ze Cr, Fe, Ti a Cu byly obsazeny ve vSech lécich,
zatimco Ni a Hg nebyly ptitomny v zadném, pouze stopové mnozstvi Cd bylo obsazeno

v pyrazinamidu a furazolidonu®.



Pro ptimou analyzu Mn, Ni, Co, Cu, Cd, Pb v substanci arbidol bylo vyuzito techniky
LA-ICP-MS. Soucasti optimalizace metody byla tvorba pevnych lisovanych matri¢nich
kalibra¢nich standardd, u nichz byly stanoveny koncentrace kovu (ICP-MS) a homogenita
(3 repliky, rizna mista). Ke kvantitativni analyze kovii v 5 vzorcich substance arbidolu bylo
vyuzito 8 bodové kalibragni primky (R® > 0,997). Koncentrace kovii v arbidolu byly pod mezi
stanovitelnosti a vSech pét vzorkit vyhovovalo povolenym hodnotam obsahu kovi
v substanci. LA-ICP-MS je vhodnou, citlivou, a precizni metodou pro pfimou analyzu

farmaceutickych substanci®.

2.1.3 Siranovy popel

Limitni test na Siranovy popel je zaméfen na stanoveni obsahu anorganickych
netékavych necistot v organickych substancich po pfedchozim zihani za ptitomnosti kyseliny
sirové. Postupy provedeni limitniho testu jsou popsany v nasledujicich 1ékopisnych ¢lancich:
<281> Residue on ignition (USP)°, 2.4.14 Sulphated ash (Ph. Eur.)” a 2.4.14 Siranovy popel
(CL)’. Cast kapitoly <281> popsané v USP byla harmonizovana s odpovidajicimi
1ékopisnymi &lanky Evropského a Japonského 1ékopisu. Princip limitniho testu je zaloZen na
mineralizaci pfedepsaného mnoZstvi substance kyselinou sirovou, a tudiz pfevedeni
pfitomnych anorganickych sloufenin na stabilni a netékavé sirany. Predepsané mnoZstvi
substance (obvykle 1 - 2 g) se navazi do pfedem vyzihaného a zvazenych platinového
kelimku. Substance se zvlhéi malym mnozstvim kyseliny sirové a opatrné se zahi#iva pfi co
kyselinou sirovou se obsah platinového kelimku opatrné zahtiva do ukonceni vyvijeni bilého
dymu odpatujici se kyseliny sirové. Findlnim krokem limitniho testu je zihani rezidua pii
teploté 600 + 50 °C v muflové peci po dobu 30 minut. Po ochlazeni v exsikatoru se platinovy
kelimek zvazi a vypocte se procentualni obsah siranového popela. Hlavni podminkou
spravného provedeni je zabranéni vzniku plamene béhem celého pracovniho procesu.
PievySuje-li takto ziskané reziduum piedepsany limit, reziduum se opét zvlh¢i malym
mnozstvim kyseliny sirové a znovu se provede proces zihani ve 30 minutovych intervalech,
dokud se 2 po sobé jdouci vazeni nelisi o vice nez 0,5 mg nebo dokud obsah siranového

popela nevyhovuje piedepsanému limitu® "°.



2.2 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vézanym plazmatem (ICP-MS) patii
kK nejuniverzalngjsim metodam prvkové analyzy, jenz nasla uplatnéni pii analyze stopovych
az ultrastopovych koncentraci prvkii ve vzorcich pochazejicich z riznych odvétvi lidského
badani napf. Zivotni prostiedi, potravinaisky nebo farmaceuticky primysl, zdravotnictvi, ale i
geologie ¢i archeologie. Rozsifujici se oblasti aplikace je speciacni analyza, kde ICP-MS ve
spojeni se separa¢nimi metodami (HPLC, GC, CE, FIA, ...) plni funkci prvkové specifického
detektoru??2,

Princip metody ICP-MS je zalozen na vnaseni nejcastéji kapalnych vzorkd skrze
zmlzova¢ a mlznou komoru do indukéné vazaného plazmatu (ICP), kde dojde k desolvataci,
odpaieni, atomizaci a nasledné ionizaci prvkd za vzniku kladné nabitych iontt, které jsou
transportovany pfes interface do hmotnostniho analyzatoru. K transportu a fokusaci iontd
z ICP slouzi iontova optika umisténa mezi interface a hmotnostni analyzator. Po separaci
iontll v hmotnostnim analyzatoru podle poméru m/z dopadaji rozseparované ionty na detektor
prevadgjici proud iontii na méfitelny elektricky signal (Obr. 2)%22,

V nésledujicich podkapitolkdch budou diskutovany =zakladni casti ICP-MS

spektrometru s dirazem na ICP-MS s kvadrup6lovym analyzatorem a kolizni celou, jenz byl

pouzit k experimentim uvedenych v této rigorézni praci.
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Obr. 2 Schéma hmotnostniho spektrometru s kvadrupdlovym analyzétorem25



2.2.1 Zavadéni vzorku

Systém vnaSeni kapalnych vzorkli do ICP se skladd ze dvou komponent, a to
zmlzovace a mlzné komory. Princip vzniku jemného aerosolu vhodného k ionizaci v ICP je
zaloZzen na zavadéni vzorki pomoci peristaltick¢ého Cerpadla do zmlzovacde (generovani
polydisperzniho aerosolu) a nésledné separaci kapek s primérem vétsim nez 10 pm pomoci
vhodné mlzné komory. Zatazeni peristaltického Cerpadla slouZzi nejen k zajisténi konstantniho
pritoku roztokli bez ohledii na rozdily ve viskozité¢ standardii, slepych pokust a redlnych

vzorkd, ale 1 k odvodu nezmlZené ¢asti roztoku z mlzné komory do odpadu22'24.

ZmlZovace

V ICP-MS se nejcastéji vyuzivaji pneumatické zmlzovace, u kterych jemny aerosol
vznika v dusledku pusobeni mechanické sily nosného plynu argonu na vstupujici kapalinu
(Venturino efekt). Zakladnimi typy pneumatickych zmlZzovaéti jsou koncentricky,
mikrokoncentricky a thlovy. Konstruk¢énim materialem je borosilikatové sklo, kiemen ¢i
polymery odolngjsich vué¢i korozivnim roztokim. Pro specialni aplikace se vyuziva
ultrazvukového zmlzovace a termospreje (téméf 100 % ucinnost generovani jemného
aerosolu) nebo zmlzovact znamych z ICP-OES jako V-groove a Babingtoniv pouzivanych

NI . 2 22-24
ke zmlZovéni viskdznich a suspenznich roztoka™ .

Miziné komory

Mlzné komory se déli na dva zakladni typy, a to Scottovu a cyklonickou mlznou
komoru. Mlzna komora slouzi nejen k odstranéni objemnéjsich kapek aerosolu generovanych
zmlzovacem, ale i k vyrovnavani pulzi zpisobenych pulzacemi peristaltického Cerpadla.
V soucasné dobé jsou mlzné komory opatieny externim chlazenim, které zajistuje tepelnou
stabilitu vzorku a zaroveil redukuje mnozstvi rozpoustédel vstupujicich do ICP. Chlazeni
mlzné komory piinasi fadu vyhod od zvySeni stability signélu, redukce tvorby specii oxidu ¢i
omezi zatizeni plazmatu napf. pouzitymi té¢kavymi organickymi rozpoustédly. Potencialem
rozsifeni vyuziti cyklonickych mlznych komor spociva v jejich vyssi Gc¢innosti, které mizeme
vyuzit pro dosazeni vyssi citlivosti a niz§ich limita detekce® %,

Pro analyzu pevnych vzorki nebo suspenzi, které se nepodafilo kvantitativné prevést

do roztoku bud’ pfimo nebo mineralizaénimi procesy se k transportu vzorkd do ICP uspeésné

vyuziva laserové ablace nebo elektrotermického vyparovani znamého z GF-AAS. Mezi hlavni



nevyhody téchto technik patii tvorba prechodovych signalti s délkou trvani jen nékolik sekund

(klasické zmlZovace produkuji kontinualni signal)®**,

2.2.2 Plazma

Plazma vznikajici z libovolného plynu po dodani mnozstvi energie prevySujici
ioniza¢ni energii atomu plynu definujeme: jako elektricky vodivy, na venek kvazineutralni
ionizovany plyn obsahujici dostate¢né mnozstvi kladné a zaporné nabitych iontt. Dle typu

elektrického pole lze plazmata délit na:
1) Stejnosmérné vazané plazma (direct current plasma - DCP)
2) MikrovInné indukované plazma (microwave induced plasma - MIP)
3) Induk¢né vazané plazma (inductively coupled plasma - ICP)

Nasledujici podkapitoly budou zaméfeny na popis nejcastéji pouzivané¢ho budiciho
a ioniza¢niho zdroje v ICP-MS, kterym je ICP skladajici se z plazmové hlavice, indukéni

. o 1x “ o 122-24
civky a v neposledni fadé vysokofrekvencniho generatoru® .

Plazmova hlavice (Torch)

Plazmova hlavice je zkonstruovana z trojice soustiednych kiemennych trubic, jimiz
proudi plazmovy plyn (nejcastéji argon). Plazmové hlavice jsou konstruovany bud’ jako
kompaktni (tvofeny kompaktnim celkem) nebo kombinované (odnimatelny injektor).
K analyze korozivnich vzorkd se vyuZzivéa injektort vyrobenych z platiny, oxidu hlinitého
nebo safiru. Pritok argonu skrze plazmovou hlavici je rozdélen na tfi Casti, z nichZ kazda plni

riznou funkei pii vzniku ICP:
1) Vngjsi plazmovy plyn (12 - 17 ml.min™) - nositel vyboje
2) Stiedni plazmovy plyn (1 ml.min™) - stabilizuje vyboj a oddgluje plazma od trubice

3) Nosny plyn (I ml.min®) - tvorba analytického kanalu uprostied plazmatu a

transport aerosolu.
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Horizontalné¢ umisténou plazmovou hlavici obklopuje uzemnénéd indukéni civka
pfipojena piimo k vysokofrekvenénimu generatoru pracujicim pii frekvenci bud’ 27,1 nebo
40,6 MHz s Uc¢innosti 70 - 75 % z €ehoz vyplyva, ze 70 - 75 % dodané energie produkuje
|Cp22-24

Vznik vyboje v ICP

Pted vlastni iniciaci plazmového vyboje se na tangencialni proud vnéjsiho plazmového
plynu proudiciho plazmovou hlavici aplikuje silné elektromagnetické pole, vznikajici
vlozenim radiofrekvencéni energie (750 - 1700 W) na indukéni civku. Samotny plazmovy
vyboj je iniciovan aplikaci vysokonapétového pulzu z Teslova generatoru, jenz zpusobi
odtrzeni elektronli z atomt argonu. Po urychleni v elektromagnetickém poli ztraci odtrzené
elektrony svou energii ve formé srazek s ostatnimi atomy plazmového plynu (vznik dalsich
elektronti). Kolizi indukovana ionizace probiha v fetézové reakci a tvorba palzmatu
pokracuje, dokud je skrze indukéni civku dodavana radiofrekvenéni energie. Vzniklé
prstencové plazma se sklada z neutralnich atom, kladné nabitych atomi argonu a odtrzenych

elektronil.
Ionizace prvkii v ICP

lonizace prvki probihd béhem priichodu jemného aerosolu analytickym kanalem skrze
jednotlivé zony plazmového vyboje (pfedehtivaci, zafivou a analytickou zonu). Pti prichodu
acrosolu skrze plazmovy vyboj nejprve dochazi k desolvataci, kdy vznikaji velmi malé pevné
Castecky, které jsou prevadény nejdiive do plynného skupenstvi (vypafovani) a nésledné na
volné atomy v plynném stavu (atomizace). K ionizaci volnych atomll v plynném stavu
dochdzi v analytické zoné srazkami s vysokoenergetickymi argonovymi elektrony, vzniklé
pozitivné nabité ionty jsou vedeny skrze interface do hmotnostniho analyzatoru. Argonové
ICP je vhodné k ionizaci vétSiny prvka periodické soustavy kromé helia, neonu a fluoru
(prvni ionizacni potencial argonu 15,76 eV). V ICP je do prvniho stupné ionizovano 69 prvki

cvwr

s nizkym druhym ioniza¢nim potencidlem jako Ba a Ce mohou tvofit dvojnasobné nabité
ionty?? 24,
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2.2.3 Interface a iontova optika

Interface

Interface slouzici ke stabilnimu a u¢innému transportu iontl z plazmatu do
hmotnostniho analyzatoru, je sloZzen z dvojice kovovych koénust (konstrukéni material nikl,
méd, hlinik, nebo platina) s velmi malymi kruhovymi otvory v jejich vrcholech. lonty jsou
po prichodu prvnim koénusem, samplerem, s primér otvoru 0,8 - 1,2 mm oddéleny od
hlavniho toku argonu a vstupuji do expanzni komory (tlak 2 - 5 bar, teplota 100 - 200 °C), z
niz jsou vedeny skrze druhy koénus, skimmer, s primér otvoru 0,4 - 0,8 mm do hmotnostniho
analyzatoru. Jelikoz interface zajist'uje pfevod iontll z plazmatu s teplotou az 7 500 K, tak

proto jsou konusy soucasti vodou chlazeného bloku (ochrana pted roztavenim)22‘24.

lontova optika

Iontova optika slouzici nejen k transportu ionti z plazmatu skrz interface do
hmotnostniho analyzatoru, ale i eliminaci neutralnich ¢astic a fotoni (zvySujici pozadi
a zpusobuji nestabilitu detektoru) je sloZena ze systému elektricky ovladanych ¢ocek (kovové
desticky ¢i valecky), na které je vlozeno rizné napéti. Konstrukce iontovych optik
je uzpusobena piedpokladu, Ze trajektorie neutralnich Castic a fotond nejsou ovlivnény

elektromagnetickym polem. Dle typu konstrukce se iontové optiky déli na:
1) In line - uzemnéna photon stop bariéra vloZena piimo do osy iontt
2) Off axis - 0sa hmotnostniho analyzatoru vyto¢ena o thel 45 ° vici interface

3) 90° ion optics design - ionty jsou vychyleny ,,dutym,, iontovym zrcadlem pod

pravym thlem do hmotnostniho analyzatoru umisténého off axis

Iontové optiky mohou byt doplnény o extrakéni Cocky podporujici extrakci ionti
leh¢ich prvku, které jsou z iontového paprsku vytlaCovany ionty téz$imi vlivem efektu

. e 023,24
,,prostorového naboje*<?* 2,
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2.2.4 Hmotnostni analyzatory

V ICP-MS se k separaci iontt podle m/z pouzivaji hmotnostni analyzatory, které

muzeme podle konstrukce d¢lit na:
1) Kvadrupdlové analyzatory (diskutovany nize)

2) Pruletové analyzatory (Time of flight - TOF) - ionty jsou vzorkovany v jeden
okamzik s naslednym urychlenim do ortogonalné umisténé letové trubice, kde dojde
k separaci iontll (rizné doby letu dle m/z). Po detekci vzorkovaného ,,baliku ionti‘‘ vzniké
kompletni hmotnostni spektrum (pii pouziti 1 m dlouhé letové trubice lze detekovat

kompletni spektrum za méné& nez 50 ps (teoreticky az 20 000 spekter/s))?* 2,

3) Sektorové analyzatory (Sector field - SF) - analyzatory dosahujici velmi vysokého
rozliSeni az R = 10 000, coz predurcuje jejich vyuziti pro stanoveni stopovych koncentraci
prvka ovlivitovanych spektralnimi interferencemi, ale i pro velmi pfesné méfeni izotopovych

pomérii (mdd nizkého rozliseni R = 400 (multikolektory))? %,

Kvadrupdolovy analyzdtor

Nejvice rozSitenym hmotnostni analyzatorem v ICP-MS je kvadrupo6l skladajici se ze
¢tvetice valcovych ¢i hyperbolickych ty¢i s délkou 15 - 25 cm a primérem okolo 1 cm. Tyce
jsou vyrobeny z nerezové oceli nebo molybdenu a pro vyssi korozivni odolnost mohou byt
potaZzeny vrstvou keramiky. Separace iontl v kvadrup6lovém analyzatoru je zaloZena na
principu vkladani vhodné kombinace stejnosmérné a stiidavé vysokofrekvenéni slozky
elektrického napéti (protilehlé spojené tyCe maji stejnou polaritu), cehoz dosahneme stabilni
trajektorie pro ionty s pozadovanou hodnotou m/z, které jsou vedeny kvadrupdlem az
k detektoru. Trajektorie ostatni iontli jsou nestabilni a dochazi k jejich vybiti na jednotlivych
ty¢ich kvadrupolu. Proces vkladani vhodného poméru napéti se aplikuje i na ostatni hodnoty
m/z izotopu prvka vybranych k analyze. I kdyz se teoreticka skenovaci rychlost pohybuje
okolo 2 500 amu/s, tak pro kvantitativni stanoveni 25 prvkid ve vzorku je potieba

1 - 2 minuty®>%,
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2.2.5 Detektory

Jednou z poslednich soucasti kazdého ICP-MS spektrometru je detektor, ktery slouzi
k ptevedeni proudu rozseparovanych iontli na méfitelny elektricky signal. V soucasnosti je
vétSina spektrometri vybavena elektronovym nasobicem s oddélenymi dynodami, ktery
nejlépe vyhovuje kladenym pozadavkiim (moznost stopové analyzy, Siroky dynamicky rozsah

a nizky $um). D¥ive pouZivanymi typy detektorii byla Faradayova klec a channeltron® %,

Elektronovy ndsobic s oddélenymi dynodami

Elektronovy nasobi¢ s oddélenymi dynodami umistény obvykle v poloze ,,0ff axis‘
je slozen z 15 az 20 oddé€lenych dynod pokrytych vrstvickou oxidi kovi s vysokou emisi
elektronil. Po dopadu iontli na prvni dynodu jsou emitovany tzv. sekundarni elektrony, jenz
jsou smérovany el. polem k dalsim dynodam, kde opét dochazi k emisi sekundarnich
elektront (zesileni). Vznikly mnohonasobné zesileny elektronovy pulz je posléze zachycen na
anod¢. Dostate¢né Sirokého dynamického rozsahu dosdhneme pouzitim dvou méficich modi,
a to pulzniho (vyssi zesileni, detekce nizkych koncentraci) spolecné s analogovym (nizsi

- , 23, 24
zesileni, detekce vysokych koncentraci)™ <.
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2.2.6 Interference

Interference, zatézujici kvantitativni stanoveni prvka, 1ze v ICP-MS rozd¢lit do dvou

hlavnich skupin, a to na interference nespektralni a spektralni.
Nespektralni interference

Nespektralni interference zplsobené nejcastéji vysokym obsahem rozpusténych
pevnych latek (TDS), kyselin a snadno ionizovatelnych prvkti v analyzovanych roztocich
muzeme rozdé€lit na interference ovliviujici transport a zmlzovani, ionizaci a v neposledni
fad¢ interference zptisobujici zanaSeni az potazmo ucpani kénust interface usazenymi solemi
nebo uhlikem (sazemi) z pouzitych organickych rozpoustédel. Nespektralni interference lze
eliminovat pouzitim vhodného interniho standardu ptivadéného v nizké koncentraci (ppb) po

celou dobu analeyzg’ 24,

Spektralni interference

Spektralni interference, fadici se mezi nejvice problematické interference zatézujici

kvantitativni stanoveni prvkl, mizeme rozdélit na interference izobarické a polyatomické.
Izobarické interference

Az 70 % prvki periodické soustavy se v ptirod€ vyskytuje jako smés nekolika izotopii,
proto miZe dojit k situaci, kdy dva izotopy riiznych prvka (prvek matrice a analyt) mohou mit
shodnou nomindlni hodnotu (m/z). Tedy izotop prvku pochéazejictho z matrice vytvaii
izobarickou interferenci vi¢i méfenému analytu. Diference hodnot (m/z) jsou natolik malé, ze
ani hmotnostni spektrometry s vysokym rozliSenim nejsou schopny izobarické interference od
sebe rozlisit. Izobarické interference lze eliminovat vhodnou volbou izotopu nebo pouZitim

matematickych korekénich rovnic®® a
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Polyatomické interference

Polyatomické ionty sloZzené z dvou nebo i vice atomickych iontt, jejichz hodnota m/z

je shodna s hodnotou m/z izotopu analyzovaného prvku mtzeme rozd¢lit do dvou skupin:

1) Ionty vzniklé spojenim iontii argonu s matrici vzorku, ale i kyslikem a dusikem z

okolniho vzduchu (*Ar*®0* (*°Fe*), ®Ar®CI* (PAsh), “Art?C* (*Cr'), ..)

2) Tonty vzniklé spojenim samotnych prvka s H*, °0*, ®OH" (“BrH* (*°Se™),
0ca’®o* (*°Fe"), MPBOYOH" (°zn*), ..) a dvojnasobné nabité ionty (*°Ce** ("°Ge",
°7Zn"),...) - intenzitu vyskytu oxidickych a dvojndsobné nabitych iontl lze potladit

optimalizaci podminek ICP?* %,

Eliminace spektralnich interferenci

Nejvhodnéjsim zptisobem jak eliminovat polyatomické interference je volba vhodného
izotopu, ale i pouziti spektrometrti s vysokym rozlisenim. Mezi dalsi aplikovatelné postupy
patii matematické korek¢ni rovnice, metoda tzv. studeného plazmatu a v neposledni fadé

pouziti kolizné-reakénich cel®

Matematické korekcni rovnice - izobarické a méné zdvazné polyatomické interference,

vyuziti matematického modelu s ohledem na procentudlni zastoupeni jednotlivych izotopd.

Cool/cold plasma - vyuziva niz§iho pfikonu do plazmatu (500 - 800 W) a zvySeni
pritoku nosného plynu (1,5 - 1,8 ml/min), coz vede k potlaceni polyatomickych interferenci

vychazejicich z argonu (38ArH+, 4°Ar+, 40Ar160+, )

Kolizné-reakcni cely - obvykle ve spojeni s kvadrupolovym analyzatorem, dle

pouzitého multipdlu, mechanismu eliminace a pouzitého plynu cely délime na:

1) Kolizni cely - vyuzivaji hexapol nebo oktapdl naplnény inertnim plynem (Hy, He,
Ar, Xe, ...), mechanizmus eliminace spociva ve sniZeni kinetické energie polyatomického
iontu v podobé¢ srazek s koliznim plynem (KED - kinetic energy discrimination). Vhodné pro

polyatomické ionty liSicich se zna¢n¢ svymi srazkovymi prifezy od analytu.

2) Reakcni cely - vyuzivaji kvadrupol (hmotnostni filtr) naplnény reaktivnim plynem
(NHs, CHy4, Oy, ...), mechanismus eliminace spoc¢iva v chemické reakci mezi polyatomickymi
ionty a atomy ¢i molekulami reakéniho plynu za vzniku specii o rozdilné nominalni hodnoté
m/z nebo neutrdlnich ¢astic. Vysoce reaktivni plyny zvysuji pocet ion-molekulovych reakect,

coz ptispiva k efektivnéjsi a rychlejsi eliminaci polyatomickych ionti.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pFistroje a pomiicky
3.1.1 Chemikalie

- mykofenolat mofetil (Sarze 744020-08014, 744020-08114, 744020-08214)
- silymarin (Sarze 81315000514, 81315001014, 81315001214)

- nicergolin (Sarze 725110-03014, 725110-03114, 725110-03314)

- bromokriptin-mesilat (Sarze 72221100314, 72221100414, 72221100514)

- buprenorfin hydrochlorid (Sarze 70121203314, 70121203414, 70121203514).

- kyselina dusi¢na 65 % (Suprapur®), Merck, Darmstadt, Némecko
- kyselina dusi¢na 67 % (Analpure, pro stopovou analyzu), Analytika spol. s.r.o., Praha
- kyselina sirova 96 % (Suprapur®), Merck, Darmstadt, Némecko

- kyselina chlorovodikova > 37 % puriss. p.a. ACS reagent, reag. 1SO, Reag. Ph. Eur,
SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, USA

- kyselina octova 100 % (EMSURE®™) ACS, ISO, Reag. Ph. Eur, SIGMA-ALDRICH®,
St. Louis, USA

- peroxid vodiku > 35 % purum p.a., SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, USA
- octan amonny > 98 %, BioXtra, SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, USA

- sulfid sodny hydrat (Na,S . xH,0) pro gravimetrickou analyzu, SIGMA-ALDRICH®,
St. Louis, USA

- siran sodny 99,8 % bezvody, tested according to Ph. Eur., SIGMA-ALDRICH®,
St. Louis, USA

- dusi¢nan olovnaty > 99 % puriss. p.a. Reag. ACS, Reag. Ph. Eur., Riedel-deHaén

- glycerol 85 % (EMSURE®™) Reag. Ph. Eur., Merck, Darmstadt, Némecko

- CRM viceprvkovy vodny kalibraéni roztok o hmotnostni koncentraci 100 + 0,2 mg.I™
(kazdy) M1X 007 (Au, Ir, Os, Pd, Pt, Rh, Ru v 20 % HCI (v/v)), Analytika spol. s.r.o., Praha

- CRM viceprvkovy vodny kalibra¢ni roztok o hmotnostni koncentraci 100 + 0,2 mg.l‘1
(kazdy) MIX 015 (Al, Be, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Mo, Ni, Pb, Si, Sr, V, W, Zn, Zr
v 5 % HNO3 (v/v)), Analytika spol. s.r.o., Praha
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- CRM vodného kalibra¢niho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g.l'l
(Ag Vv 2 % HNO3 (v/v)) o Cistote 99,999 %, Analytika spol. s.r.o., Praha

- CRM vodného kalibra¢niho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g.l‘1
(Crv 2% HNO;3 (v/v)) o Cistoté 99,99+ %, Analytika spol. s.r.o., Praha

- CRM vodného kalibra¢niho roztoku o hmotnostni koncentraci 1,000 + 0,002 g.l‘1
(Hg v 5 % HNO3 (v/v)) o Cistote 99,999+ %, Analytika spol. s.r.o., Praha

- kalibra¢ni roztok interniho standardu pro ICP-MS INT MIX 1 10 £+ 0,1 mg.l‘1
(Y, In, Bi, Tb v 5 % HNOgz (v/v)), Analytika spol. s.r.o., Praha

- Tuning Solution for ICP-MS 7500cs 1 pg.I™ (Ce, Co, Li, Mg, TI, Y v 2 % HNO; (V/v)),
Agilent Technologies, USA

- CRM jezerni vody TM-15.2, (LOT 0313), National Laboratory for Environ. Testing,

Kanada

- deionizovana voda (> 18,2 MQ . cm)

3.1.2 Pristroje

- ORS-ICP-MS 7700x, Agilent Technologies, Japonsko

- mikrovinny rozkladny systém UltraWave, Milestone, Italie

- elektronické vahy XP205 Delta Range®, Mettler Toledo, Svycarsko
- muflovéa pec Nabertherm B180, Nabertherm, Némecko

- pH metr Seven Multi Pro, Mettler Toledo, Svycarsko

- sklenéna elektroda InLab® Routine, Mettler Toledo, gvycarsko

- zatizeni k pfipravé deionizované vody Direct-Q UV Mlillipore, Francie

Mikrovinny rozkladny systém UltraWave je slozen z vodou chlazené nerezové reakéni
komory, jejiz teplota je udrzovana pod 60 °C (navzdory vysokym teplotdm uvniti reakéni
komory). Mineralizace probiha soucasné¢ bud’ v 5 nebo 15 kiemennych zkumavkach
uzavienych volnymi teflonovymi uzavéry, dle velikosti pouzitych mineraliza¢nich zkumavek
(40 nebo 15 ml) vlozenych do vhodného teflonového drzaku. Pied zacatkem rozkladu je
reakéni komora natlakovana inertnim plynem (dusik) na pocate¢ni tlak, ktery pfispiva
ke zvySeni teploty varu mineralizacni smési a zaroven slouzi i jako tlakovy uzavér pro kazdou

mineraliza¢ni zkumavku. Rozklad probihd s vyuzitim mikrovinného zafeni pusobiciho na
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rozkladnou smés, kterd pomoci absorpce doddvaného mikrovinného zateni doséhne teploty

varu, kdy dojde k vyraznému zvySeni tlaku v reakéni komote (maximalni urychleni rozkladu).

Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem byl vybaven autosamplerem
ASX-520 (Agilent Technologies, USA), mikrokoncentrickym zmlzovacem GE Micromist,
chlazenou Scottovou mlznou komorou, dvojici niklovych kénust, oktapolovou reakcéné-
kolizni celou a v neposledni fadé kvadrupdlovym analyzatorem. K analyzam byl pouzit argon
o Cistoté 4.6 (zasobnik Euro-Cyl 230, SIAD), k eliminaci polyatomickych interferenci byla
vyuzita oktapolova reakéné-kolizni cela pracujici v héliovém modu (kolizni plyn helium

o distot€ 5.5, SIAD).

3.1.3 Pomiicky

- kfemenné mineralizacni zkumavky S volnymi teflonovymi uzavéry

- automatické pipety Transferpette® S digital ( 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl), BRAND,

Némecko
- nerezové laboratorni pomucky (Spachtle, klesté, pinzeta)
- platinové kelimky

- sklenéné laboratorni nadobi (nedélené pipety (2 ml, 5 ml, 10 ml), kddinky 50 ml,
zkumavky 50 ml, odmérné banky se zatkami 25 ml, 50 ml, exsikator naplnény silikagelem)
- plastové laboratorni nadobi (zkumavky s vicky, kelimky, pipetovaci Spicky, kapatka,

kadinky (50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml), filtra¢ni aparatura dle Ph. Eur.)

- teflonové laboratorni nadobi (kadinky 100 ml, michadlo)

Plastové nadobi pouzité pro ptipravu kalibracnich a modelovych roztokd bylo
pfedpfipraveno namocenim V 10 % kyseliné dusi¢né po dobu 24 hod., nasledné opakované
oplachnuto deionizovanou vodou a vysuSeno v susarné pii 65 °C. Takto ptfedpiipravené
plastové nadobi pro stopovou analyzu pomoci ICP-MS bylo uschovano v plastovych saccich
s uzaverem.

Sklenéné, plastové a teflonové laboratorni nadobi pouZzivané v laboratoii QC
v Teva Czech Industries s.r.0. bylo pfedpfipraveno 5 krokovym mycim postupem skladajicim
se z vyplachu teplou vodou a popfipadé mechanického vycisténi mycim kartai¢em, myti
saponatem (Extran MAO2 neutral) a teplou vodou, vyplachu teplou vodou, vyplachu
deionizovanou vodou a nakonec oplachnuti 96 % velejemnym ethanolem s naslednym
vysusenim.
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3.1.4 Analyzované ucinné farmaceutické latky

K analyzam byly vybrany nasledujici ucinné farmaceutické latky (API - active
pharmaceutical ingredience), a to mykofenolat mofetil, silymarin, nicergolin, bromokriptin-
mesilat a jeden prekurzor buprenorfin hydrochlorid. Od kazdé substance byly pro analyzu
a porovnani inovovanych metod s metodami popsanymi v Americkém, Evropském a Ceském
1ékopise pouzity ti1 Sarze, které byly mezi analyzami uchovavany dle platného nafizeni, a to
bud’ pii laboratorni teploté (mykofenolat mofetil, silymarin) nebo v lednici (nicergolin,

bromokriptin-mesilat a buprenorfin hydrochlorid). Povolené limity obsahu tézkych kovu

a siranového popela v jednotlivych substancich jsou uvedeny v Tab. IlI.

Tab. 111 Povolené limity

Siranovy
, Tézké k
Ucinna farmaceuticka latka czike Rovy popel
(ppm) 0
(%)
Mykofenolat mofetil 20 0,1
Silymarin 100 1,0
Nicergolin 20 0,1
Bromocriptinmesilat 20 0,1
Buprenorfin hydrochlorid 20 0,1

Pro stanoveni vytéznosti tézkych kovi pomoci ICP-MS byly vybrany dle USP,
Ph. Eur, CL a smérnice EMEA nasledujici kovy (Pb, Hg, Bi, As, Sh, Sn, Cd, Ag, Mo, Cu, V,

Pd, Pt, Ru, Au, Ir, Rh, Os, Ni, Cr, Mn, Fe, Zn)*®% %,
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3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava roztokii podle Evropského 1ékopisu

Roztok olova (1 mg Pb/ml)

Piesné navazené mnozstvi dusi¢nanu olovnatého odpovidajici 0,400 g Pb(NO3), se
rozpustilo v deionizované vod¢ a zfedilo se ji na 250,0 ml.
Tlumivy roztok o pH 3,5

Piesné navazené mnozstvi 25,0 ¢ octanu amonného se rozpustilo ve 25 ml
deionizované vodé a piidalo se 38,0 ml kyseliny chlorovodikové, dale se podle potieby
upravilo pH na hodnotu 3,5 zfedénou kyselinou chlorovodikovou nebo ziedénym amoniakem
a nasledn¢ se tlumivy roztok ziedil deionizovanou vodou na 100,0 ml.
Amoniak ziedény RS1 (Obsah 100 - 104 g/l NH3)

Ptesné navdzené mnozstvi 41,0 g amoniaku 26 % se zfedilo deionizovanou vodou na
100,0 ml.
Kyselina octova ziedéna RS (Obsah 115 - 125 g/l CH3COOH)

Pfesné navazené mnozstvi 12,0 g ledové kyseliny octové se zfedilo deionizovanou
vodou na 100,0 ml.
Sulfid sodny RS1

Ptesné navazené mnozstvi 5,0 g sulfidu sodného se za horka rozpustilo ve smési 10 ml
deionizované vody a 30 ml glycerolu.
Zkoumadlo thioacetamidové R

0,2 ml thioacetamidu RS (roztok o koncentraci 40 g/l) se smichalo s 1 ml smési
slozené z 5 ml deionizované vody, 15 ml hydroxidu sodného (1 mol/l) a 20 ml glycerolu.
Vznikld smés se pred vybarvovaci reakci zahtivala 20 s na vodni lazni. Zkoumadlo

thioacetamidové R se pripravilo vzdy tésn¢ pied pouzitim.
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3.2.2 Rozklady ucinnych farmaceutickych latek

Rozklad u¢innych farmaceutickych latek probihal v mikrovlnném rozkladném systému
UltraWave, jez umozioval soub&ézny rozklad v 5 (Siranovy popel) nebo az v 15 (Tézké kovy)
kiemennych zkumavkach uzavienych volnymi teflonovymi uzévéry. K pfesn¢ navadzenym
latkam v mineraliza¢nich zkumavkach bylo dle navazky piidano bud’ 5 ml (T¢zké kovy) nebo
10 ml (Siranovy popel) kyseliny dusi¢né a analyzované latky byly rozpustény za pomoci
ultrazvukové lazné. Po zazatkovani volnymi uzavéry byly zkumavky sefazeny do vhodného
teflonového drzaku. Do teflonové vlozky s té€snénim byl pfipraven zakladni roztok tak, ze se
do ni nejprve vlozila kiemenna podlozka (dilatace mezi teflonovym dnem a drzakem
zkumavek - nutna pti rozkladu nad 260 °C) a predepsané mnozstvi 130 ml deionizované
vody, 5 ml peroxidu vodiku a 2 ml koncentrované kyseliny dusi¢né. Nasledné byl drzak se
zkumavkami vloZen do reakéni komory, kterd byla po zajiSténi bezpecnostnimi svorkami
natlakovdna dusikem na pocate¢ni tlak 40 bar. Vzorky byly mineralizovdny pomoci
dvoukrokového rozkladného programu (Obr. 3). Po odfouknuti tlaku a vychladnuti zkumavek
na teplotu okolo 40 °C byly mineralizaty kvantitativné prevedeny do 100 ml teflonovych
kadinek viz kapitoly 3.2.3 Limitni test Tézké kovy a 3.2.4 Limitni test Siranovy popel.
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Obr. 3 Pouzity rozkladny program

Teplota T1 - vnitini teplota tlakového reaktoru, Teplota T2 - teplota nadoby z nerezové oceli, P - maximalni tlak
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3.2.3 Limitni test Tézké kovy

Pro kazdou substanci byla pfipravena sada analyzovanych roztokl sestavajici se
Z kontrolniho roztoku, zkouseného roztoku, porovnavaciho roztoku a monitorovaciho roztoku.
Ke kontrolnimu a monitorovacimu roztoku byl pfidan piidavek roztoku olova odpovidajici
povolenému mnozstvi tézkych kovli v substanci Tab. Ill. ZkouSeny a monitorovaci roztok
byly pfipraveny pro kazdou testovanou Sarzi zvlast. Do 15 ml kfemennych zkumavek bylo
navazeno 0,5 g substance (Silymarin 0,1 g) a k porovnavajicimu a monitorovacim roztokiim
byl ptidan vhodny piidavek roztoku standardu olova o koncentraci 1 mg Pb/ml. Rozklad byl
proveden dle postupu popsané¢ho v kap. 3.2.2 Rozklad ucinnych farmaceutickych latek. Po
vychladnuti mineraliza¢nich zkumavek na teplotu okolo 40 °C byly mineralizaty kvantitativné
prevedeny do 100 ml teflonovych kadinek. Nadbytecné mnozstvi kyseliny dusi¢né bylo
odpareno pfi teplot¢ 70 °C do "posledni kapky" na keramickém vati€i. Po ochlazeni byla
rezidua kvantitativné ptrevedena vodou do 50 ml kddinek tak, aby objem neptesahl 25 ml.
Nasledné se pH metrem s magnetickou michac¢kou upravilo pH roztoktli na hodnotu 3,0 az 4,0
pomoci roztokli amoniaku ziedéného RS1 a kyseliny octové zfedéné RS. Upravené roztoky se
kvantitativné prevedly do 50 ml zkumavek tak, aby objem nepifesahl 40 ml, pfidaly se 2 ml
tlumivého roztoku o0 pH 3,5, promichalo se a pfidalo se bud’ 0,1 ml sulfidu sodného RS1 nebo
1,2 ml zkoumadla thioacetamidového R (pfipraveného tésné€ pied pouZitim). Po promichani se
roztoky ziedily deionizovanou vodou na objem 50 ml a po opétovném promichani se roztoky
nechaly 2 minuty stat. Jednotlivé roztoky se ptefiltrovaly ptfes nylonovy membranovy filtr
(velikost pori 0,45 nebo 1 pm). Vyhodnoceni limitniho testu musi byt provedeno
bezprostiedné po filtraci a je zaloZeno na porovnani intenzity zabarveni jednotlivych skvrn na
filtrech, ziskanych ptefiltrovanim jednotlivych roztokd. Hnédé zbarveni skvrny zkouSeného

roztoku neni intenzivnéjsi nez zbarveni skvrn monitorovacich roztok.

Test zpusobilosti:

- skvrna ziskana filtraci porovnavajiciho roztoku vykazuje hnédé zbarveni srovnatelné se

skvrnou ziskanou filtraci kontrolniho roztoku.

- skvrna ziskana filtraci monitorovaciho roztoku je nejméné stejné intenzivni jako skvrna

ziskana filtraci porovnavajiciho roztoku.
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3.2.4 Limitni test Siranovy popel

Pro kazdou substanci byla pfipravena sada analyzovanych roztokd sestdvajici se
z kontrolniho roztoku, zkouSeného roztoku a monitorovaciho roztoku, ke kterému byl pridan
roztok siranu sodného odpovidajici pfidavku 0,5 % Na;SO4. Zkouseny a monitorovaci roztok
byly piipraveny pro kazdou testovanou Sarzi zvlast. Do 40 ml kiemennych zkumavek bylo
navazeno 1,0 g substance (Silymarin 0,5 g) a k monitorovacim roztokiim byl pfidan vhodny
piidavek roztoku siranu sodné¢ho o koncentraci 0,1 g Na,SO4/ml. Rozklad byl proveden dle
postupu uvedené¢ho v kap. 3.2.2 Rozklad ucinnych farmaceutickych latek. Po vychladnuti
mineraliza¢nich zkumavek na teplotu okolo 40 °C byly mineralizaty kvantitativné ptevedeny
do 100 ml teflonovych kéadinek. Nadbyte¢né mnozstvi kyseliny dusi¢né bylo odpafeno pii
teploté 125 °C do sucha na keramickém vafi¢i. Pro kone¢nou ¢ast limitniho testu byly vyuzity
platinové kelimky, které byly Zihany pti 600 + 50 °C po dobu 30 min. v muflové peci a po
jejich vychladnuti v exsikatoru nad silikagelem byly zvazeny. Nasledné byly odparky
kvantitativné pfevedeny destilovanou vodou (za horka) do platinovych kelimku, kde bylo k
roztokim piidano 0,25 ml kyseliny sirové. Platinové kelimky byly zahfivany do ukonéeni
vyvijeni bilych dymtl na keramickém vafici, a to nejprve na 4. stupeit do "posledni kapky"
(odpateni Vody a zbytku kyseliny dusi¢né) a nasledn€ na 7.- 9. stupeii (odpateni nadbyte¢ného
mnozstvi kyseliny sirové). Zbyla rezidua byla zihana pti 600 + 50 °C po dobu 30 min.
v muflové peci. Vychladnuté platinové kelimky byly zvazeny a z hmotnosti platinovych
kelimkd pted a po provedeni limitniho testu byl vypoéten procentualni obsah siranového

popela v 1 g substance podle rovnice:

Siranovy popel (%) = Am X navdzka X 100 ®)

Am rozdil hmotnosti platinového kelimku po a pied stanovenim
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3.2.5 Priprava modelovych roztoki pro stanoveni vytéZnosti kovii

Modelové vzorky byly pfipraveny z 5 ml kyseliny dusi¢né obsahujici vhodné ptidavky
roztoka tézkych kovu (Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Mo, Cu, V, Pd, Pt, Ru, Au, Ir, Rh, Os,
Ni, Cr, Mn, Fe, Zn) odpovidajici mnozstvi 20 ppm v navazce 0,5 g substance. Po promichani
byla kyselina podrobena mikrovinnému rozkladu viz. kap. 2.3.2 Rozklad uc¢innych
farmaceutickych latek a po ochlazeni byly vzorky kvantitativné prevedeny do 100 ml
teflonovych kadinek. Nadbytecna kyselina byla odpafena pti teplot¢ 70 °C do "posledni
kapky" na keramickém vati¢i a vznikla rezidua byla kvantitativné¢ ptevedena do 25 ml
odmérnych banék. Po vhodném natedéni byly ve vzorcich stanoveny koncentrace kovi, ze
kterych byly vypocteny pfislusné vytéznosti. Na koncentraéni hladin¢ 20 ppm byly
ptipraveny 3 repliky pro stanoveni vybranych kovi.. Spolu se vzorky byl stejnou cestou

zpracovavan i slepy pokus, ktery se sestaval pouze z 5 ml kyseliny dusi¢né.

3.2.6 Priprava vodnych kalibrac¢nich roztoki a interniho standardu

Pted vlastni ptipravou kalibraénich roztoki byl ze vSech vodnych kalibra¢nich roztoki
o koncentraci 1,000 g.I™, poptipadé 100 mg.I™ piipraven smésny zasobni roztok o koncentraci
10 mg.I™", ktery byl déle dle potieby fedén. K piipravé smésného zasobniho roztoku a viech
kalibracnich roztoki byly pouzity 25 ml sklenéné odmérné banky se zatkami, plastové
kelimky a $pic¢ky ptedpfipravené pro stopovou analyzu. Maximalni fedéni pouzité v jednom
fedicim kroku bylo 100 krat. Vysledné kalibra¢ni roztoky byly okyseleny 1 ml 67 % kyseliny
dusi¢né a dukladné promichany. Ke kalibraci ORS-ICP-MS byla pouzita pétice roztoki
o koncentraci 0,1; 1; 10; 100 a 300 pg.I™. Déle byl pipraven do 25 ml odmérné baiiky roztok
interniho standardu (Bi, Y, Tb, In) o vysledné koncentraci 100 ug.l'1 fedénim zékladniho

roztoku interniho standardu (INT MIX 1) o koncentraci 10 mg.I™ deionizovanou vodou.
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3.3 Pouzité instrumentalni techniky

3.3.1 ORS-ICP-MS

Ke stanoveni koncentraci pfislusSnych kovii v modelovych vzorcich byl vyuzit

ORS-ICP-MS spektrometr vybaveny oktapdlovou kolizné-reakéni celou a kvadrupdlovym

analyzatorem. Ke stanoveni kovt bylo vyuzito dvou méficich modu, prvnim byl [No Gas] pro

Os, Ir, Pt, Au, Hg, Pb, Bi a druhym [He] mdd, vyuZzivajici oktapolové kolizné-reakéni cely

pracujici v héliovém moddu k potlaceni spektralni interferenci, pro stanoveni V, Cr, Mn, Ni,

Cu, As, Mo, Ru, Rh, Pd, Ag, Cd, Sn, Sb. Parametry pouzité pro kvantitativni stanoveni

tézkych kovti pomoci ORS-ICP-MS jsou uvedeny v Tab. 1V.

Tab. IV Parametry méfeni ORS-ICP-MS, integra¢ni ¢as a méfici mod

ORS-ICP-MS
Plazmova hlavice Izotop Integrac¢ni | Mérici mod
¢as (s)
Ptikon generatoru 1550 W >y 0,10 [He]
Vngjsi plazmovy plyn 14,95 L.min™ >“Cr 0,30 [He]
Sttedni plazmovy plyn 0,9 L.min™ >Mn 0,10 [He]
Nosny plyn 1,09 L.min™ Fe 0,10 [He]
N 0,10 [He]
Iontova optika Cu 0,10 [He]
Extract 1 oV ®Zn 0,10 [He]
Extract 2 -195V As 0,10 [He]
Mo 0,10 [He]
Moéd [No Gas] IRy 0,10 [He]
Kolizni cela 3Rh 0,10 [He]
Cela vstup -30V 1%pg 0,10 [He]
Cela vystup -50V 07ag 0,10 [He]
g 0,10 [He]
Mod [He] 18gn 0,10 [He]
Cela vstup -40V 1215p 0,10 [He]
Cela vystup -60V %905 0,10 [No Gas]
Priitok helia 4,3 ml.min™* B 0,10 [No Gas]
Energeticka diskriminace 3V 1%5p¢ 0,10 [No Gas]
B7Au 0,10 [No Gas]
Sbér dat PHg 0,10 [No Gas]
Akvizi¢ni mod Spektrum (206+207+208)py 0,30 [No Gas]
Peak pattern 1 bod 2B 0,10 [No Gas]
Repliky méteni 3
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vytéznosti tézkych kovi

K vypoctu vytéznosti byly pouzity koncentrace kovii namérené pomoci ORS-ICP-MS,
podminky méfeni jsou uvedeny Vv experimentalni casti (kap. 3.3.1 ORS-ICP-MS).
Kvantifikace kovii byla provedena metodou kalibraéni kiivky vytvofené méfenim pétice
kalibra¢nich roztokidi o koncentraci 0,1; 1; 10; 100 a 300 pg.I™. Kontrola kalibrace byla
provedena méfenim CR TM-15.2. Po celou dobu méfeni byl peristaltickou pumpou
kontinualn¢ pfivadén roztok interniho standardu slouzici k eliminaci nespektralnich
interferenci. Viechny analyzované kovy byly softwarové navazany na °In jako interni
standard. Vypocétené vytéznosti jsou uvedeny v Tab. V. Vytéznost a RSD byly vypocteny na

zaklad¢ dat ziskanych ze 3 nezavislych méfeni modelovych vzork.

Tab. V Vytéznosti tézkych kovi

Izotop Vytéznost (%) RSD (%) Izotop Vytéznost (%) RSD (%)
v 100,6 0,6 Yag 112,3 1,8
2Cr 103,1 1,8 ed 101,8 1,7
>Mn 99,3 0,5 118gn 82,7 3,5
°Fe 99,5 2,1 121gh 95,1 2,0
N 99,9 0,5 ¥90s 32,0 13,2
®Cu 103,2 0,8 Iy 96,8 1,6
%Zn 98,1 2,2 1%5p¢ 95,9 2,6
>As 84,5 3,2 Al 63,3 5,6

Mo 99,7 1,2 2Hq 96,0 2,3

R 70,4 11,8 2%pp 104,2 0,7

1%Rh 103,4 2,3 “OBj 82,2 5,2
10%5pq 95,3 1,1

n=3

Vyhodnocenim vysledki vytéZnosti kovii pohybujicich se v rozmezi od 82,2 % pro
2998 do 112,3 % pro 107Ag, 1ze vyvodit zavér, ze postup zaloZeny na mikrovinné mineralizaci
v uzavieném systému spolu s ndslednym odpafenim nadbyte¢né kyseliny dusi¢né je vhodny
pro stanoveni tézkych kovli ve farmaceutickych substancich. Vyjimku tvofi 18905 (32,0 %),
YAu (63,3 %) a *Ru (70,4 %), u nichz mohlo dojit ke ztratd bshem piipravy vzorku
odpatrenim nebo sorpci na povrch teflonového kelimku (pamétovy efekt). Presnost stanoveni
na koncentra¢ni hladin€ 20 ppm se pohybovala v rozmezi 0,5 - 13,2 %.
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4.2 Tézké kovy - vyhodnoceni a porovnani vysledkii

Prvni inovovanou metodou byl limitni test na T¢Zké kovy, kdy inovace zahrnovala
aplikaci mikrovinného rozkladu v uzavieném systému k mineralizaci farmaceutickych
substanci. Prvotni experimenty byly provedeny dle postupu metody G uvedené v 1ékopisném
lanku 3.4.8. T&zké kovy (CL, Ph. Eur)® 8. Metoda G popisuje provedeni limitniho testu
tézkych kovi po predchozi dvoukrokové mineralizaci vV uzavieném mikrovinném rozkladném
systému. Po rozkladu a ochlazeni mineraliza¢nich kelimkt byly mineralizaty kvantitativné
pievedeny do 50 ml kadinek vodou tak, aby objem nepiesahl 25 ml, nasledné se hodnota pH
upravila na 3,0 az 4,0 pH metrem s magnetickou micha¢kou pomoci roztoki amoniaku
zfedéného RS1 a kyseliny octové zfedéné RS. Upravené roztoky se kvantitativné prevedly do
50 ml zkumavek tak, aby objem neptesahl 40 ml, ptidaly se 2 ml tlumivého roztoku o pH 3,5,
promichalo se a ptfidalo se bud’ 0,1 ml sulfidu sodného RS1 nebo 1,2 ml zkoumadla
thioacetamidového R (pfipraveného tésné pied pouzitim). Po promichdni se roztoky zfedily
deionizovanou vodou na objem 50 ml a po op&tovném promichani se nechaly stat po dobu
2 min. Pfi pouziti pfedepsaného postupu nastala komplikace ve vyhodnoceni limitniho testu,
jelikoZ po ptidavku srazeciho ¢inidla (zkoumadlo thioacetamidové R nebo sulfid sodny RS1)
se zacal vytvaret zdkal koloidni sraZeniny siry pochézejici ze srazeciho €inidla, ktery branil
jeho vyhodnoceni (Obr. 4, sada zkumavek oznacenych pismenem A). Proto byly hledany
nové pristupy jak potlacit vliv oxida¢nich vlastnosti kyseliny dusi¢né nespotfebované pro
rozklad G¢innych farmaceutickych latek a pfitom minimalizovat ztraty té¢Zkych kovi béhem
celého procesu. Jako vhodny néstroj bylo pouzito odpafeni nadbyte¢ného mnozstvi kyseliny
dusi¢né ve 100 ml teflonovych kadinkach pfi teploté nepiesahujici 70 °C. Vhodnost pouzitého
postupu potvrzuje Tab. V, ze které vyplyva, ze vytéznost jednotlivych kovi se pohybuje v
rozmezi od 82,2 % pro 2®Bi do 112,3 % pro YAg po provedeni kompletniho procesu
mineralizace a nasledného odpafeni (vyjimku tvoii '*°0s (32,0 %), YAu (63,3 %)
a 'Ru (70,4 %)). Na Obr. 4 je uvedeno porovnani kontrolnich a porovnavacich roztokd

pfipravenych pomoci obou postupti (pfed a po inovaci 1ékopisné metody G).
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Obr. 4 Vybarvovaci reakce se zkoumadlem thioacetamidovym R
Dvojice zkumavek oznacena A (postup dle Metody G), Dvojice zkumavek oznacena B
(postup dle inovované Metody G), I- kontrolni roztok, II- porovnavaci roztok

Pro ovéfeni vhodnosti inovované metody byly provedeny na tfech Sarzich pfislusné
limitni testy, jejichz vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi bud’ Metodou C
(dle Ph. Eur.)® nebo Metodou Il (dle USP)*. Dosazené vysledky jsou uvedeny v Tab. VI,
piimé vizualni porovnani zabarveni skvrn ziskanych filtraci jednotlivych roztokd je

prezentovano na Obr. 5.

Tab. VI Vysledky limitnich testd

. T&7ké kovy T&7ké kovy
Substance Sarze (bpm) S.M. (bpm) LM.
744020-08014 <20 <20
Mykofenolat mofetil 744020-08114 <20 <20
744020-08214 <20 <20
725110-03014 <20 <20
Nicergolin 725110-03114 <20 <20
725110-03314 <20 <20
81315000514 <100 <100
Silymarin 81315001014 <100 <100
81315001214 <100 <100
72221100314 <20 <20
Bromocriptin-mesilat 72221100414 <20 <20
72221100514 <20 <20
70121203314 <20 <20
Buprenorfin hydrochlorid 70121203414 <20 <20
70121203514 <20 <20
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Obr. 5 Vyhodnoceni limitniho testu

1-Mykofenolat mofetil, 2-Silymarin, 3-Bromocriptin-mesilat, 4-Buprenorfin HCI
I-kontrolni roztok, II-porovnavaci roztok, IlI-zkouseny roztok, IV-monitorovaci roztok
a,b,c - analyzované $arze

30




Vyse uvedené vysledky vytéznosti a zejména hodnoty uvedené v Tab. VI spolu
s Obr. 5 prezentujici vizualni vyhodnoceni limitnich testt potvrzuji, Ze inovovana Metoda G
je vhodna pro vyuziti v rutinni praxi, kde svymi nespornymi vyhodami (vysoka vytéZznost,
niz8i analyzované navazky (0,1 - 0,25 @), simultanni mineralizace v jednom rozkladném
cyklu) muze konkurovat soucasné pouzivanym Iékopisnym metodam. Dalsi vyhodou
inovované metody je prevence proti ztratam tékavych kovl béhem samotného rozkladu,
k ¢emuz miize dochazet u rozkladu substanci zihanim pii teploté 800 °C (Ph. Eur., CL 2.4.8

Tézké kovy Metoda C) nebo 600 °C (USP <231> Metoda I1) v muflové peci.

4.3 Siranovy popel - vyhodnoceni a porovnani vysledku

Druhou inovovanou metodou byl limitni test pro vyhodnoceni obsahu siranového
popela, kdy inovace spocivala v nahrazeni rozkladného kroku mikrovinnou mineralizaci
v uzavieném systému. Postup rozkladu popsany v 1ékopisnych clancich <281> Residue on
ignition (USP)°, 2.4.14 Sulphated ash (Ph. Eur.)” a 2.4.14 Siranovy popel (CL)° zahmuje
kompletni dekompozici analyzovanych substanci malym mnoZstvim kyseliny sirové pii
teploté 600 = 50 °C v muflové peci. Hlavnim problémem aplikace mikrovinného rozkladu
bylo odstranéni nadbyte¢né kyseliny dusicné, ktera by ve smési se stopami chloridil (kyseliny
chlorovodikové) mohla vytvatet "lucavku kralovskou" reagujici s povrchem platinovych
kelimkt. K odstranéni nadbytecné kyseliny dusi¢né bylo vyuzito jeji nizké teploty varu
(84 °C a 121,9 °C bezvoda kyselina a jeji vodny azeotrop)®, ale i inertnosti a tepelné
odolnosti teflonu. Nadbytecna kyselina dusi¢na byla odpafena do sucha ve 100 ml
teflonovych kadinkach pfti teploté pod 125 °C na keramickém vafici (viz kap. 3.2.4 Limitni
test Siranovy popel).

Pro ovéteni vhodnosti inovované metody byly provedeny na tiech Sarzich ptislusné
limitni testy, jejichZ vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi bud’ postupem dle ¢lanku
2.4.14 Sulphated ash/Siranovy popel (Ph. Eur. a CL)" ® nebo postupem dle ¢lanku <281>
Residue on ignition (USP)°. DosaZené vysledky jsou uvedeny v Tab. VII ., kde pro substance
s obsahem siranového popela pod 0,05 % (nevazitelny zbytek po Zzihani) jsou uvedeny
I vytéznosti piidavku 0,5 % Na,SO, piidaného ke kazdé Sarzi pted vlastnim mikrovinnym

rozkladem.
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Tab. VIl Vysledky limitnich testd

Siranovy Siranovy Vytéznost
Substance Sarze popel (%) popel (%) (%)
S.M. I.M.
744020-08014 <0,05 <0,05 100
Mykofenolat mofetil 744020-08114 <0,05 <0,05 99
744020-08214 <0,05 < 0,05 101
725110-03014 < 0,05 < 0,05 99
Nicergolin 725110-03114 <0,05 <0,05 101
725110-03314 <0,05 < 0,05 100
81315000514 0,23 0,26 -
Silymarin 81315001014 0,30 0,29 -
81315001214 0,27 0,29 -
72221100314 <0,05 0,06 101
Bromocriptin-mesilat 72221100414 <0,05 <0,05 100
72221100514 <0,05 <0,05 100
70121203314 <0,05 <0,05 101
Buprenorfin hydrochlorid | 70121203414 <0,05 <0,05 99
70121203514 <0,05 < 0,05 101

Porovnanim vysledkti ziskanych 1ékopisnymi metodami popsanymi v Ph. Eur., USP
a CL s inovovanou metodou lze konstatovat, Ze inovovana metoda je vhodnd pro rutinni
analyzy Siranovych popell ve farmaceutickych substancich. Mezi hlavni pfednosti inovované
metody patii nizsi spotieba kyseliny sirové pro rozklad a pfevedeni neté¢kavych sloucenin na
sirany, vysoka vytéZznost metody v rozmezi 99 - 101 %, moznost simultanni mineralizace
farmaceutickych substanci v jednom rozkladném kroku a v neposledni tad€ nahrazeni
zdlouhavého rozkladu substanci kyselinou sirovou na vafi¢i a v muflové peci, pii kterém
muze dochazet ke ztratdm analytu ve formé malych casteCek popela unaSenych proudem

vznikajicich zplodin (ovlivnéni vysledku, sniZzeni vytéZnosti).
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5. ZAVER

V teoretické Casti rigorézni prace byly pifehledné shrnuty metody Iékopisnych
limitnich testd pro stanoveni tézkych kovu a siranového popela ve farmaceutickych
substancich a jejich meziproduktech spole¢né se zakladnim principem, instrumentaci ICP-MS
a ptehledem spektralnich a nespektralnich interferenci s moznostmi jejich eliminace.

Cilem experimentalni prace byla inovace limitni lékopisné metody pro stanoveni
tézkych kovi (Metoda G) a metody pro stanoveni obsahu siranového popela
ve farmaceutickych substancich. Inovace metod zahrnovala nahrazeni rozkladného kroku
mikrovinnou mineralizaci v uzavieném systému (UltraWave, Milestone) a naslednou
vhodnou upravu mineralizatd pfed vlastnim vyhodnocenim limitnich testi. Uprava
mineralizatu pro stanoveni tézkych kovl zahrnovala odpateni do posledni kapky pii teploté
neptesahujici 70 °C v teflonovych kadinkach, nafedéni s tpravu pH, natfedéni s pfidanim
pufru a nasledném vybarveni pomoci zkoumadla thioacetamidového R nebo glycerinového
roztoku sulfidu sodného. Uprava mineralizatu pro provedeni limitniho testu pro stanoveni
mnozstvi siranového popela zahrnovala odpafeni do sucha pfi teploté nepiesahujici 125 °C
v teflonovych kadinkach a nasledné ptevedeni odparki do platinovych kelimkd, kde bylo
provedeno vyhodnoceni limitniho testu po vyzihani obsahu s ptidavkem kyseliny sirové.
Soucasti testovani vhodnosti metod pro rutinni stanoveni necistot bylo jednak vyhodnoceni
vytéznosti vybranych tézkych kova (Pb, Hg, Bi, As, Sb, Sn, Cd, Ag, Mo, Cu, V, Pd, Pt, Ru,
Au, Ir, Rh, Os, Ni, Cr, Mn, Fe, Zn), ale i piidavkt Na,SO4 (Siranovy popel). Stézejni fazi
testovani bylo porovnani vysledki inovovanych metod s vysledky ziskanymi pouZitim
stavajicich lékopisnych metod na pétici ucinnych farmaceutickych substancich, a to
mykofenolat mofetilu, nicergolinu, silymarinu, bromocriptin mesilatu a buprenorfin
hydrochloridu vyrabénych spole¢nosti Teva Czech Industries s.r.o..

Zavérem lze konstatovat, Ze kladené cile byly splnény, byla vypracovana literarni
reSerSe a uUspé€Sné inovovany lékopisné limitni testy Té&zké kovy a Siranovy popel.
Z dosazenych vysledk, lze fici, Ze ob€ jsou vhodnou alternativou ke stdvajicim pouZivanym
metodam, které nékterymi parametry jako je vytéZnost, piesnost, rychlost, Setrnost
k Zivotnimu prostfedi, niz§i spotieba chemikalii pfevysuji. Vysledkem experimentalni prace
bylo sepsani 10 vyzkumnych zprav, které podstoupily schvalovaci proces ve spole¢nosti Teva
Czech Industries, s.r.0.. Metodika inovovanych limitnich 1ékopisnych testi bude dale

rozsifovana na dalsi farmaceutické substance vyrabéné v Teva Czech Industries, s.r.o..
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CE

CL

DCP
EMEA
FA-AAS
GF-AAS
GC

HPLC

ICP
ICP-MS
ICP-OES
.M.

KED
LA-ICP-MS
LA-ICP-OES
LOD

LOQ

MIP
ORS-ICP-MS
Ph. Eur.
Q-ICP-MS
SF

S.M.

TDS

TOF

USP

Kapilérni elektroforéza
Cesky lékopis
Stejnosmérné vazané plazma

European Medicines Agency

Atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci

Atomova absorp¢ni spektrometrie s plamenovou atomizaci

Plynova chromatografie
Vysoce ucinna kapalinova chromatografie

Indukéné vazané plazma

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Opticka emisni spektrometrie s buzenim v plazmatu

Inovovana metoda

Diskriminace podle kinetické energie
ICP-MS ve spojeni s laserovou ablaci
ICP-OES ve spojeni s laserovou ablaci
Mez detekce

Mez stanovitelnosti

Mikrovinn¢ indukované plazma
ICP-MS s oktapolovym reakénim systémem
Evropsky 1ékopis

ICP-MS s kvadrupolovym analyzatorem
Sektorovy analyzator

Stavajici metoda

Rozpusténé pevné Castice

Priilletovy analyzator

Americky 1ékopis
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